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論 文 内 容 要 旨
肝蛭症はFasciola属 に起因する反翻動物の寄生虫性疾患で,そ の分布は世界各国にわたってい
る。消化障害を主徴とし,貧 血,体 重減少,泌 乳量の低下等,畜 産上 の損失に与える影響は少 な
くない。人を含めて他の動物に感染す ることもある。わが国をはじめ,ヨ ーロッパ,ア メ リカ,
オース トラリアでは,F.hepaticaに 起因することが多い。そのため,各 種の肝蛭駆除剤が今 ま
でに各国で開発されてきた。 しか し,常 用量を家畜に投与しても軟便や泌乳量の低下等の一過性
の副作用をきたす ものがあるだけでなく,食 肉や牛乳に長期間にわたり残留するものも少 なくな
い。 したがって,肝 蛭駆除剤の変異原性 とか胎仔毒性等の特殊毒性試験の実施iは,家 畜での安全
性の確保のみな らず,食 品衛生学的見地か ら意義は高い。
今までにわが国で使用されてきた肝蛭駆除剤 はビチオノール(BT),DS-6(DS),ト リブロム
サラン(TBS),オ キシクロザニ ド(OX),ニ トロキシニル(NX)お よびブ白モフェノホス(BF)
であるが,最 近新たに ト リクラベンダゾール(TRDZ)が 承認された。 これ ら7種 類の肝蛭駆-
除剤の変異原性試験成績にっいては,い ずれ も陰性成績を示すことが報告 されているが,胎 仔毒




催奇形性スクリ漏ニング試験では,妊 娠8日 から15日までの間毎日1回 強制経口投与 したが,
母動物または胎仔に体重増加の抑制や胚ない し胎仔の死亡 ・吸収等,い くらかの毒作用を示す量
で,母 動物の死亡率が10%を 越えない量を供試薬剤の最高用量 とした。
その結果,ジ フェニルスルファイ ド系に属するBTお よびDS,サ リチルアニリド系 に属す るTB
SおよびOX,ニ トロフェノール系に属するNXに は,胎 仔致死作用 も催奇形作用 もないことが判
明した。また,そ のうちいくっかには比較的低用量で も催奇形作用を示すことが知 られているベ
ンツイ ミダゾール系に属す るTRDZに も胎仔致死ならびに催奇形作用はみられず,こ の駆虫剤 は
従来のベンツ ミイダゾール系駆虫剤 とは作用機序の異なった新 しい肝蛭駆除剤 と考えられた。 し
かし,有 機燐系に属するBFで は,20mg/㎏ で胚胎仔死亡吸収率は著 しく上昇 した。すなわち,対
照群での平均4.8%に 対 して,20mg/㎏ 投与群では約91%の 胚ない し胎仔 が死亡 してお り,そ の
ため1母 体当たりの生存胎仔数は平均1.3匹 にすぎなかった。この投与群の生存胎仔には外表奇
形 はみられなかったが,骨 格および内部検査では奇形胎仔の出現率は有意 に高 く,こ のことか ら
この有機燐系駆虫剤には催奇形作用のあることが示唆された。観察 された骨格奇形 はいずれも波
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状助骨で,内 部奇形は無眼球症,尿 管水腫,水 腎症,腎 無発生および子宮減形成であった。
母動物の体重増加の抑制か らも推察できたBFに よるこの高い胎仔致死作用 は連続投与 による
母動物での薬剤の蓄積ないし毒性の増強ともとれるが,最 も催奇形作用に感受性の高い時期 に胚
または胎仔が奇形をおこしていたとしても,引 き続き薬剤に暴露 された結果,死 に至 ったとも考
えられる。そのため,次 に,BFに 奇形誘発能があるかどうかを単一投与によ り調べた。
2.1回 の強制経 口投与による有機燐系駆虫剤"プ ロモフェノホス"の ラッ ト胎仔に対する作用
一般に,単 一投与による母動物の最大耐量 は連続投与によるそれよりも高い。そのため,予 備
試験にて検討を行 った結果得 られた50mg/kgを 単一投与量として,妊 娠6日 から14日の間のいず
れか1日 に1回 強制経口投与 し,胎 仔致死ならびに催奇形作用感受期 の解明を試みた。
胚胎仔死亡吸収率は妊娠9日 から13日の間のいずれか1日 に投与 したとき有意に上昇 し,そ れ
に伴 って生存胎仔は減少 した。最 も胚胎仔死亡吸収率が高かったのは妊娠10日 目に投与 した場合
で,そ の値 は約72%に 達 した。胎仔重量の減少は,母 動物の体重増加の抑制 と並んで,妊 娠8日
以降いずれの日に投与 しても,対 照群 と比べて有意であったが,胚 胎仔死亡吸収率 と同様,妊 娠
10日目に投与 した場合が最も著 しぐ,こ のことか らみても,こ の時期の胚がBFの 胎仔致死作用に
対 しては最 も感受性が高いと考えられた。しかし,BFの 胎仔致死作用感受期 と催奇形作用感受
期は必ず しも一致せず,胚 胎仔死亡吸収率が有意に上昇 しなかった妊娠8日 目に投与 しても,生
存胎仔での外表,骨 格および内部奇形の出現率 は有意に高かった。単一投与により誘発された主
な奇形は口唇裂,短 尾ない し曲尾,肋 骨の癒合 ・欠損,無 眼球ないし小眼球症,水 腎症,口 蓋裂,
膀胱欠損であるが,そ のほとんどは妊娠8日 目の投与によって出現 した。以上の成績か らみれば,
胎仔致死作用と生存胎仔での奇形の誘発が,BFで は異なった過程によ り起 こっているこ・とが示
唆された。
次に,単 一投与によるBFの 胎仔致死ならびに催奇形無作用量を調べるため,501ng/㎏ の投与 に
より誘発 された奇形の種類が最 も多かった妊娠8日 目または胚胎仔死亡吸収率が最 も高かった妊
娠10日 目に,40,30,20ま たは10mg/kgを 強制経口投与 した。その結果,催 奇形無作用量は30mg
/㎏,胎 仔致死無作用量は40mg/㎏ と考えられた。催奇形無作用量にっいて言えば,牛 での常用
量(12mg/㎏)の2,5倍 に相当する。
3.プ ロモフェノボスとその代謝物のラヅト胎仔に対す否作用 一 両化合物間での比較一 ・「
BFに は胎仔致死ならびに催奇形作用が認められたが,こ れらの作用がBFそ のものに起因す る
のか,そ れともBFの 代謝物によるのかは明らかでない。BFを 乳牛に投与 した場合,乳 汁中に検
出されるのは加水分解によって燐酸部分の解離 した脱燐プロモフェノホス(DBF)だ けで,BF
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は検出されない。 したがって,ラ ット体内においてもBFは 同様に代謝をうけるとして,BFを 投
与 したラットで認められたと同様の胎仔致死ならびに催奇形作用が,も しDBFを 投与 した場合に
観察 されなかったならば,DBFは 生体内で代謝 される前にこれ らの作用を発揮 したと言えるはず
である。BFの 分子量 は581.8で あるが,BFに 加水分解 されれば分子量は501。8になる。そのため,
両化合物の投与モル量を同一にして,50mg/kgの 投与で胎仔致死作用が最 も高 く,か っ奇形胎仔
の出現率にも有意差の現れた妊娠ユ0日目のラットに投与 し,ラ ット胎仔に対す る作用を両化合物
間で比較 した。'
その結果,58.2mg/㎏ のBFお よびこの投与量 とモル量の等 しい50.2mg/㎏ のDBFに よって母
動物の体重増加は抑制され,.胚胎仔死亡吸収率のみならず,生 存胎仔の外表および骨格検査 にお
いても奇形胎仔の出現率に有意差がみられた。また,BF,DBFの いずれにおいても,胎 仔重量は
投与量に応 じて減少 し,有 意差はBFで は29.1mg/㎏,DBFで は25.1mg/㎏(29.1mg/㎏ のBFと
等モル)か ら生 じた。このように,ラ ット胎仔 に対するこれ らの作用には両化合物間で違 いはな
く,誘 発された奇形の種類にも共通性がみられた。 これ らの成績か ら,BFが 誘発 した胎仔致死な
らびに催奇形作用に関与する物質はBFの 脱燐化された4,4',6,6'・tertabromo-2,2'一bipheny1-dio1,
すなわちDBFで あ り,BFの 構造中にエステル結合 している燐酸部分 はこれ らの作用 には関与 し
ないものと推察 された。
4.プ 回モフェノホスとその代謝物のラッ ト血漿中における消長と胎盤移行
BFが 誘発 した胎仔致死ならびに催奇形作用はその代謝物であるDBFに 起因す ると推察 された
が,BFを 経口投与 したラットの血漿中には,BFがDBFに 加水分解されなが ら共 に分布 している
のか,そ れともBFの 加水分解 は速 く,そ のすべてがDBFに なっているのかは明 らかでない。ま
た,ラ ットで観察された上記の胎仔毒性の発現機構を解明す る見地か ら,胎 盤通過能にっいて も
調べることにした。
そこで,ま ず未妊娠 ラットに50mg/㎏ のBFを1回 強制経口投与 し,BFとDBFの 末梢血液 の血
漿中における 消長を高速液体 クロマ トグラフィーによって測定 した。DBFは 投与後0.5時 間目
には末梢血液の血漿中か ら検出されており,そ の平均濃度は20.0μg/m1で あった。9時 間 目に
は最高値(平 均113.4μg/ml)に 達 し,そ の後次第に低下 した。その生物学的半減期 はおおよそ
24時間であった。BF,DBFと も,検 出限界は0.1μg/m1で あったが,い ずれの時間において も
末梢血液の血漿中にBFの 検出された個体 はなかった。このことは,BFが 誘発 した胎仔致死 なら
びに催奇形作用は急速に加水分解 されて生 じたDBFに 起因することを裏付けるものである。
BFを 経口投与 したラットの末梢血液の血漿中に経時的に検出されたのはDBFだ けであったた
め,腸 管から吸収後肝に入る前の門脈血液の血漿中にBFとDBFが どのように分布 しているかを
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に調べた。門脈血液の血漿中にBFは 検出されたが,そ の濃度は検出限界前後にす ぎず,大 部分は




次に,妊 娠10日 または15日のラットに50mg/kgのBFを 経口投与 し,こ れ らの動物の末梢血液 の
血漿中に検出されたDBFに 胎盤移行能があるかどうかを調べた。妊娠10日 のラッ トについては
受胎産物中の濃度を測定したが,調 べた投与後48時間目までのいずれの時聞においても母動物 の
血漿中における濃度の30%近 い濃度で移行 していた。妊娠15日 のラットでは,胎 盤中にはいずれ
の時間においても母動物における血漿中濃度の1/2に 近い濃度で,胎 仔 には24時問 目までは母
動物における血漿中濃度の20%近 く,48時 聞目では20%を やや上回る濃度で検出された。羊水中.
の移行濃度 はさらに低かったが,投 与後の経時的濃度推移をみても著 しい低下を示 さず,こ のこ
とからもDBFの 胎仔での蓄積性が示唆された。胎盤の状態 は妊娠の進行によって 変化 し,そ の
ため化学物質の胎盤や胎仔への移行濃度 は妊娠の時期によって異なることが知 られている。その
ため,妊 娠15日 のラットで測定 した胎仔中の濃度を妊娠10日 の胚のそれに直接当てはめることは
できないが,胎 仔致死ならびに催奇形作用感受期の胚(ま たは胎仔)はDBFに 暴露 されており,
その強 さが胚(ま た は胎仔)の 死亡や奇形の誘発 に一因していると考えられた。
以上のように,わ が国で承認されている肝蛭駆除剤について,催 奇形性スクリーニ ング試験を
実施 した結果,BFだ けに催奇形作用の存在が示唆された。そのため,単 一投与試験を行 ったとこ
ろ,こ の化合物には胎仔致死ならびに催奇形作用のあることが確認 された。これらの作用 は,投
与後生体内で速やかに加水分解されて生 じたDBFに 起因すると考 えられたが,BFを 投与 した母
動物の体重増加が胎仔致死ならびに催奇形無作用量でも抑制されたことをみれば,DBFの 胚ある
いは胎仔への直接作用のほかに,母 動物への何 らかの毒性 が二次的因子 として影響を及 ぼして
いる可能性はある。
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審 査 結 果 の 要 旨
肝蛭症 は反鍔動物の寄生虫疾患で,感 染により家畜は肝不全などの重篤な症状 を呈 して,時 に
は死に至 る。これ迄に肝蛭駆除剤 として種々の薬剤が開発 され,使 用 されてきたが,そ れ らはい
ずれも何 らかの副作用を示す。従 ってこれらの薬剤を投与 した家畜の乳汁や肉などに残留する薬
剤の安全性を確保することは食品衛生上極めて重要である。この目的で本研究では肝蛭駆除剤の
胎仔毒性並びに催奇形性にっいて しらべ,ま た,代 謝的な研究を行なった。
まず,化 学構造的に分類 される6系 の肝蛭駆除剤群から代表的なものを選んで,そ れ らの催奇
形性にっいて検索 した。その結果,有 機燐系化合物のプロモフェノホス投与において有意な奇形
発生がみられた。 しか し,他 の薬剤では胎仔の体重減少が認められたものの,有 意な奇形発生 は
み られなかった(第2章)。
上の結果に基づいてプロモフェノホスの示す催奇形性にっいて,妊 娠後の投与 日との関係につ
いて精査 した。その結果,妊 娠後8日 以降の薬剤投与によ、り有意な奇形発生がおこることが判明
した。さらに本剤の無作用量 は20mg/㎏ 以下であることが示された(第3章)。
プロモフェノホスは生体内で代謝を受け,脱 燐体として乳汁中に排せっされる。そこで,こ の
代謝体の胎仔毒性について検索 した。その結果,代 謝体は母化合物 と同様の催奇形性を示す こと
が判明 し,プ ロモフェノホスは生体内で脱燐反応を受けた後,胎 仔毒性を発揮することが示唆 さ
れた(第4章)。
次いでプロモフェノホス とその代謝物めラット血 しょう中における消長と胎盤移行にっいて し
らべた。その結果,経 ロ投与されたプロモフェノホスの殆どは消化管内で加水分解を受けてか ら
吸収され胎盤 を経由して胎仔に移行することが判明 した(第5章)。
以上の研究 は家畜由来の食品に残留する肝蛭駆除剤 の安全性を考える上で重要 な知見を提供す
るものであり,博 士論文に値する。
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